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B細胞系悪性腫瘍に お い て , 免疫 グロ プ 1) ン 重鎮 (im m u n oglobulin heavy ch ain, IgH)遺伝子再構成はサ ザ ン プ ロ ッ ト
ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を用い て調 べ られ て きた が , 最近P C R法 を用 い て 少量の D N A か らの ク ロ ナ リ テ ィ
ー の 解析が 可能 に
な っ た . 急性骨髄性白血病 (a c ute myeloge n o u sle uke mia , A M I) に お けるIgll遺伝子再構成 の 検出 に関す る報告 は少なく,
p c R法を用 い て の検討 は現在 の と こ ろ 報告さ れ て い な い ･ 本研究 で は3 5例の 未治療の A M L に かて , 1gH 遺伝子再構成 の 検
出頻度をP C R法 (IgH-P C R) に よ り調査 し, 再構成 の 有無が予後予測因子と な る か否かを臨床的 に検討 した ･ P C R はIgH の D
領域 にある相補性決定部位 (co mple m e ntarity dete r mining r egio n, C D R)
-3を は さ む プ ライ マ ー を用 い て 行 っ た ･ 14例 (40 %)
に単 ク ロ ー ン性 の 垣H遺伝子再構成が検出され , B細胞系抗原陽性で あ っ た5例 で は4例 (80 %) に, 陰性 で あ っ た30例 で は
10例 (33 %) に 認め ら れ た ･ ダ ウ ノ ル ビ シ ン を中心 と し た 共通 の 化学療法を行 い ･ 2 9例 (83 %) に完全寛解 (c
o mplete
re mis sio n, C R) を得 た . IgH 遺伝子再構成を認 め た群 (I酢 P C R陽性群) の CR率が 64 %で あ
っ た の に 対 し, 認 め られ な か っ
た群 (IgH-PC R陰性群) で は95 % であ っ た ･ 生存率の 比較で は, 30カ月 の 時点 でIgH
-P C R陽性群 が35 % であ っ たの に対 し,
IgH-P C R陰性群で は 63 % であ っ た ･ IgH 遺伝子再構成 の 有無 はAM Lの 新 しい 予 後予測因子と なり得
る と考えら れ る ･
Key w o rds IgH ge n ere arT ange m ent,P C R, AM L, prOgn OSis
免疫 グ ロ ブ リ ン は 可 変領域の 構造の 多様性 に よ っ て 無数の 抗
原 に対 して 特異性を有 し てい る. 多様性を獲得す る機序 と して
遺伝子再構成 に よ る 重鎖 の Ⅴ, D, J 遺伝子お よ び 軽鎖 の Ⅴ, J
遺伝子 の 組み 合 わせ が 知 られ て い る
1)
. 再構 成さ れ た 免疫 グ ロ
ブリ ン遺伝子 は 4つ の フ レ ー ム ワ ー ク と , そ れ ら に は さま れ た
3つ の 相補性決定部位 (c omple m e nta rity dete r mining regio n,
C D R) か ら構成 さ れ る . C D R は抗体と直接接触する部位で , 特
にC D R 3 は個 々 の ク ロ ー ン にお い て 特異的な配列を有す こ と か
ら, 免疫 グ ロ ブ リ ン 遺伝子の なか で も最も注月 さ れ, よく研究
され て きた 領域である .
免疫 グ ロ ブ リ ン 重鎖 (im m u n oglobulin he a vy chain , IgH) 遺
伝子再構成 の 解析 が サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン に
ょ っ て行 わ れ る よ うに なり, リ ン パ 系悪性腫瘍 にお い て B細胞
の ク ロ ナ リ テ ィ ー が 証明 され る よう に な っ た
2卜 f～)
. し か し, こ
の 方法 は解析 に高分子量 の D N Aを比較的多く必要 とする た め
に操作 に時間を要 し, しか も生 の 標本 しか 利用で きなか っ た ･
さ ら に , 固定, 染色 を施行 した標本か ら の D NA の 抽 出は 不可
能であり, 過 去を振り返 っ て の 検 討 は 困韓 で あ っ た ･ 最 近,
PC R法を用い てIgH遺伝子再構成 を迅速 に検出す る方法 (IgIi-
P C R法) が報告さ れ
7卜 13)
, その 後サ ザ ン プ ロ ッ ト法と の 比較で ,
検出率 に お い て 両者 に ほ と ん ど差 が な い こ と が 分 か り, IgH-
P C Rの 有 用性 が確認 さ れ
14巨 16)
, 臨床 に 応用 さ れ る よう に な っ
た .
IgH
-P C R法は , 少量 の D N A で解析で きる た め に 血液塗抹標
本を利用する こ と が で き, こ の た め に標本さえ保存さ れて い れ
ば過去 を振り返 っ て の 検討が 可能であ る, こ の よう な利点 を有
し て い る た め にIgH
-P C R法 は 急性 l) ン パ 性 白 血 病 (a c ute
lympho cyticle uke mia, A LL) にお い て微 小残存病変の 検出に利
用 さ れ て い る 17 い
1 9)
.
一 方 , 急 性 骨 髄性 白 血 病 (a c ute
myeloge n o u sle ukemia, AM I) に は, 骨髄球系抗原以外 にB細
胞系の リ ン パ 球 系抗原を有する症例も存在する が, その よう な
症例 にB細胞 の マ ー カ ー で あるIgH遺伝子再構成が検出さ れ る
か 否 か , また B細胞系抗原を持 た な い 肌 Lに お い て も再構成
が検出 され る こ と が ある か否 か, 再構成が 認め ら れ ると す れ ば
どの ような臨床的意義 を有 して い る の か に つ い て の 検討 は な さ
れ て い な い .
本研 究 で は A M L に お け るIgH 遺伝子再構成 の 検出頻度を




1993年6月 か ら1995年6月まで に 金沢大学医学部附属病院第
三内科 お よ び そ の 関連病院を受診 し た 未治療 の A M L患者 で ,
平成9年5月13日受付, 平成9年6月10日受理
Abbreviation s: A L L, a C utelym pho cyticleuke mia;A ML, a C ute myelogen o u sleuke mia;C D R, C O mP
le m e ntarity
dete miningregio n;FAB, Fr en ch Americ an
rBridsh;IgH,im m u n oglobuhn he avy ch aln;JAI･S G,Japan A dult h ukemia
Study Group;T t R, T c ellre cepto r;T dT,te rminal de oxyn u cleotidyltra nsf6ras e
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日 本成人白血病治療 グ ル ー プ (ねpa n A dult Le uke mia Study
Gr o up, JAl,SG) の A M し92 プロ ト コ ー ル
鋤 21)
(表1) に 従 っ て 治
療を行 っ た 35例を対象と し, 診断 時の 末梢血ま た は 骨髄 に つ
い て 検討 した . 診断は フ ラ ン ス ー ア メ リ カ ー イ ギ 1)ス (Fr e n ch-
Ame ric an-British, F A B) 分類2
2)に 従 っ た . 年齢 は1 5歳か ら84
歳 で , 男性が 21例, 女性 が14例で , m は分 類で は , M O: 2例,
M l: 5例, M 2:14例, M 3: 7例, M 4:4例, M 5: 2例 お よ
び M 6: 1例で あ っ た (表2). 血球 染色に は ギ ム ザ 染色 を行 い ,
酵素染色と して は ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染色23)お よ び エ ス テ
ラ ー ゼ 染色(ク ロ ロ ア セ テ ー ト染色, α -ナ フ チ ル プ チ レ ー ト染
色2 4)) を施 し た . m 分類 の M O以外 の 骨髄系白血 病細胞 で ミ
エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ染色 は陽性を示 し, さ らに , ク ロ ロ ア セ
テ ー ト エ ス テ ラ ー ゼ染 色は 顆粒球系細胞で 陽性 と な り, α -
ナ フ チ ル ブ ナ レ ー ト ･ エ ス テ ラ ー ゼ 染色は 単球系細胞で陽性を
示す こ とか ら , こ れ ら の 酵 素染色の 結果 を診断の 参考 と し た .
骨髄球系抗原 の 一 つ で ある C D 13 は全症例で陽性を示 した . 骨
髄 を採取 できた症例 で は全例 に染色体 の 解析 を行 っ た . 治療 の
効果判定 はJA u ; Gの 基準25)に準 じて行 い , 寛解導入療法後 の 骨
髄穿刺で白血病細胞 が 5 %以下 で , 末梢血の 好中球数 と 血 小板
数 の 回復が み ら れ , この 状態 が4週間以 上持続 し た場合を完全
寛解(c o mplete r e missio n, C R)と した . なお 麗解 に至 ら な い 場
合を非寛解(n o n re spo n s e, N R) と し た. 本研究で は骨髄異形
成症候群を経 て 白血 病化 した症例 は除外 し た .
l . 方 法
1. 細胞表面抗原の 解析
リ ン フ ォ プ レ ッ プ 脚yc o m ed P har m aAs, Oslo , Nor w ay) に
て 末梢血 ま た は 骨髄液 より単核球 (白 血病細胞)を分離 し, 以 下
の 抗体を用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (m C Sc a n, 日本 ベ ク ト
ン ･ デ イ ツ キ ン ソ ン , 東 京) に て 表面抗原を解析 し た. 使用 し
た 抗体は C D 13(日本 ベ タ ト ン ･ デ イ ツ キ ン ソ ン), C D 14(日本
Table l･ Re missio nindu ctio n che m other ap y protoc ol ofJapan






A)Behe n oylcyto sine ar abin o side
Dau n o rub icin
6- M er c aptopurin e
B)Behe noylcytosin e ar abin oside
E topo side
Dauno rub icin
6- Mer c aptopu rin e
Whenpatients do n ot obtainCR,
Mito x antro n e
Cyto sin ear abin oside
200 1 - 10
40 1 - 4, 8
- 9
7 0 1】10
200 1 - 7
100 1 - 5
40 1-4
70 1 - 7
7 1 - 3
200 l - 5
A M L, aC ute myeloge no u sle ukemia.
Table2･ Results of PCR analysis a ndthe respon se t oinductio n therap y
Case n o





























































































































































































































































































































































































































































































M, m ale;F,ftm ale;B M･ bo n e m arr o w;PB, Peripheral blo od;P,POSitive;N, n egativ e; + ,Clo n alre ar r ange m ent;
-
,




A M L におけるIgH-P C R の検出
ベ ク ト ン ･ デ イ ツ キ ン ソ ン), C D 33(日 本 ベ ク ト ン ･ デ イ ツ キ
ン ソ ン), C D 34(日本 ベ ク ト ン
･ デ イ ツ キ ン ソ ン) (以 上骨髄球
系), C D 2(日本 ベ ク ト ン ･ デ イ ツ キ ン ソ ン), C D 3(フ ア
~ ミ ン
ジ ュ ン , 大阪), CD 4(フ ァ
ー ミ ン ジ ュ ン), C D 5(日本 ベ ク ト
ン ･ デ イ ツ キ ン ソ ン), C D 7(フ ァ
ー ミ ン ジ ュ ン) (以上丁細胞
系), C D lO(日 本ベ ク ト ン ･ デ イ ツ キ ン ソ ン), C D19(プ ア
~ ミ
ン ジェ ン), C D 20(日 本 ベ ク ト ン
･ デ イ ツ キ ン ソ ン), C D 22(コ
ー ル タ ー , 大 阪) (以 上 B細胞系)であ る . 各抗体を用 い て解析
した抗原陽性細胞 の 比率 (陽性率) が 20% を超えた場合を陽性
と した
2 6)
. 1種類以上 の B細胞系抗原が陽性の 場合, B細胞系抗
原陽性と し, T細胞系抗原も同 じよう に判定 した･
2. 染色体の 解析法
Se abright2乃の G バ ン ド法 に従い , 染色体 ス ラ イ ドをトリ プ シ
ン液に浸 した後, ギ ム ザ染色を施 し鏡検 した .
3. P CR によ るIgH 遺伝子再構成(IgH-P C R)の 検出
1) テ ン プ レ ー トD N Aの 抽 出
タ ン パ ク 分解酵素処理後に ヨ ウ化ナ トリ ウ ム を加え, イ ソ プ
ロ ピル ア ル コ ー ル で D N Aを沈殿 させ る ヨ ウ化 ナ トリ ウ ム 法
28)
のNA Extr acto rW B Kit, 和光, 大阪)を用い て 末梢血ま た は骨
髄の 未染色 の 塗抹標本よりD N Aを抽出 し た.
2) P C R
P C R はIgH D領域 の C D R-3を は さ む 図1 に示す塩基配列を有
す るプライ マ ー (サ ワ デ
ー テ ク ノ ロ ジ ー , 東 京)を用 い て 実施
した
29)30)
. 反応液 は 籠 q D N A ポリ メ ラー ゼ 2.0単位, 10Ⅹ 横衝液
(100m M 廿is- H C L, 500mM K Cl, 15m M MgC12, 1 % 7Yito nX
-
10)5.0〃1, デ オキ シヌ ク レ オチ ド混合液3〃1(い ずれ も和光),
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ライ マ ー 各50ng, テ ン プ レ ー ト
D N A O.5mgで , 総量が 50FLlと な る よ う に橋架水を加え た ･ 反
応条件は9 4℃ ･ 2分30秒 の 前変性 の 後 , 94 ℃･ 30秒, 56℃ ･
45秒, 7 2℃ ･ 1分45秒を32 サ イ クル 繰り返 し, 最後 に72 ℃
･
7分の 再伸長反応を行 っ た .
3) 電気泳動
増幅産物 は電気泳動装置(ミ ニ ゲ ル ス ラ ブ 電気泳動装置, 日
本 エ イ ド ー , 東京) に より100 V定電圧 下 で 10 % ポ リア ク リ ル
アミ ドゲ ル 電気泳動
1 0)15)を行 い , エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色後
トラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 ー ( m , フ ナ コ シ , 東京) 上 の 紫外線
下 にて 写真撮影 した . な お P C Rの 陽性 コ ン トロ
ー ル に は AL L
(B細胞) の 細胞株であ る B A LI]1(理 化学研究所細胞開発銀行か
V
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ら供与)を用い , 陰性 コ ン トロ
ー ル に は 正常人の 末梢 血を用 い
た
. 分子量 マ ー カ ー と して は , 肋 βⅠⅠⅠ消化 匝174(マ ー カ
ー 4,
ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 束京)を用い た.
4. IgE
-P C Rの 検出感度の 検討
1) 細胞株
検体の 中に単 ク ロ ー ン性 の B細 胞が どの程度含まれ てい ると
IgH-P C R が陽性 となる か, すなわちIgH-P C Rの 検 出感度 を検討
す るた め に , B細胞株 を用い て次の 実験を行 っ た .
A L (B細胞) の 細胞株 であ るB A L し1を正常人 の 末梢血 リ ン
パ 球 に て希釈 し, 50 %, 1 0 %,一1 % お よ び0.1 %の 濃度 と し,
それ ぞ れ につ い てIgヨ
ー
ーP C R法により解析 した .
2) 臨床検体
IgH-P C Rの 陽性症例 にお い て, 化学療法後 に骨髄の 白血 病細
胞が 5 % 以 下 に なり, 末梢血 の 回復が み られ た とき, すなわち
C R と判定され た時点でIgH-P C R が陰性化する か 否か を確認す
る た め に , 初診 時のIgH-P C R が陽性で治療後C Rとなり, そ の
後再発 し た1例 に つ い て , 初診時 , C R時 , 再発 時の そ れ ぞ れ
の 骨髄中の 白血病細胞に お けるIgIiぜC Rの 解析を行 っ た . なお
今 回の 症例中, 初診時 にIgIl-PCR が陽性で , C R後に再発 した
の は1例 の み で あ っ た .
5. D N Aの 確認
目的とする DNA が 正 しく抽出さ れ て い るか どうか を確認す
る た め に , 目的と す る D N A に存在す る既知 の 領域 に対す るプ
ラ イ マ ー を用 い てP C Rを行 っ た . 本研 究で はア セ テ ル CoA ア
セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ遺伝子 に対す る プ ライ マ ー
31)を用 い
て P C Rを行 い , 全 症例で 正 しく抽出さ れ て い る こ と が確認さ
れ た .
6. 統計学的解析
仝生存率の計算は診断日 よ り死亡日ま で で行 っ た . 生存曲線
は カ プ ラ ンーマ イ ヤ ー 法 (KaplanーM eie rprodu ct-1imit m ethod)
32)
を 用 い た . 2群 間の C R率 の 比較は フ ィ ッ シ ャ ー 法 (Fisher
'
s
e x a ct te st) にて 行い , 全生存率の 比較 は ロ グラ ン ク テス ト 00g
-
rankte st)に より検討 した .
成 績
Ⅰ. 細胞表面抗原解析結果
す べ て の 患者で 骨髄球系抗原であ る C D 13 が陽性であ っ た ･
こ れ に加えて 5例(14 %)で B細胞系抗原が陽性, 8例 (23 %) で
N DN J
→




1A C A CGGC(C 汀)(G/C)T G TA TT A CG T 3
■
LJ H:5-TGA G G A G A C GG T G A C C3
-
Fig. 1. Sche m atic r epr e s e ntatio n ofa rear ra nged IgH ge n e a nd s
equ e n c e s ofthe oligonucle otideprim er s･ F R･ fra m
e w o rk;C D R,
CO mple m e ntaritydete miningregio n･
394 経
T細胞系抗原 が陽性で あ っ た . なお22例(63 %) で は B細胞系
抗原 , T細胞系抗原 ともに陰性 であ っ た(表2).
Ⅰ . 染色体 の解析結果
治療前 に骨髄が採取で きた 32例 に つ い て 染色体 の 解析を行
っ た . そ の 結果14例 に染色体異常を認め た . 内訳 は t(8;21) を
6例 に , t(15;17)を5例 に, その 他の 異常 を3例 に認め た .
Ⅱ . Ⅰ或ⅠゼC R解析結果
1. 検 出感度
1)細胞株を用 い て の検討
B A L し1を正常リ ン パ 球で 希釈 した場合, 濃度が 1%以 上 あれ
ば モ ノ ク ロ ー ナ リ テ ィ ー を確認す る こ と が で きた(図2 A). した
が っ て , 細胞株 を用い た 場合の IgIi-P C Rの 感 度は 1 % と考えら
れ た .
2)臨床検体で の 検討
初診時お よ び 再発時 でIgE 遺伝子再構成を確認 で き た が ,
C R時に は確認でき な か っ た (図2B). した が っ て, 骨髄 の 白血
病細胞 が5%以下まで減少す る とIgH 遺伝子再構成 は検出 でき
M ヰ轟､執 ｡ ｡ゞ駈
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ず, 臨床検体 を用 い た場 合の P C R感度 は5 % 以下 で ある と考え
られ た .
2. IgH遺伝子再構成 の 有無 と予後予測因子 と の 関係
14例 (40 %)でIgH-P C R が陽性であ っ た (表2) (図3). こ れ ら
の 例に つ い て 以下の 項目 に つ き検討 した .
1) F A B分類
F A B分類 M O- M 6の す べ て の 例 に お い てIgH-P C R陽性を1症
例以上 に認め た が , とく に M O, M l お よ び M 6 にIgH-PC R陽性
例 が多い 傾向が み られ た (表3).
2) 細胞表面抗原
B細胞系抗原陽性 の 5例中4例 (80 %) がIgH-P C R陽性であ
り, B細胞系抗原陰性 の 3 0例申10例(33 %) がIgH-P C R陽性 で
あ っ た . ま た , T細 胞系抗原陽性 の 8例中4例 (5 0 %) がIg牲
P C R陽性であ っ た .
3) 染色体
染色体異常を認 め なか っ た 群 の 18例 中9例 (50 %) がIg軋
P C R陽性で あ っ た (表4). 染色体異常を認め た 群 の 14例中5例
(B)
l C R N
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Fig･ 2･ Ass es s m e nt of the s e nsiti vibT OfIgH-P CR (朗D N Ae xtr a cted かo m B c ell lin e(B Al,I;1)diluted wi thn o rmal 1ym pho cytes w as
a mpliBed with F R 3Aand UH prim e rs. Polya cryla mide gel an alysis ofIgH-P C Rpr odu cts w a sperfo r m ed. Clo n ala mpliBc atio nprodu cts
W e redete ctable atalev elof D N Ae xtr a cted fro m B A L し1c ellsdilutedto l %. (B)Polya c ryla mide gelan alysis ofIgH-P C Rpr odu ctsh･O m
Ca seNo ･ 5･ Clo n al IgHgen e re a rr ange m e nt W a S n OtS e e n atC Rstate ･ M ,Siz e m arke r(≠Ⅹ174/Ha eIII);P, pO Sitiv e c o ntrol(B A LIJl);N,
n egativ e c o ntrol(n o rm alpe riphe ral blo od);Ⅰ, atinitial diagn o sis;C, atCR;R atrelaps e.
M P2 223 24 2 52 6 27 2 8 N
a…訝一.
Fig. 3. Polya cryla mide gelan alysis of IgH-P C Rpr odu cts 舟o m
7 patie nts (c a se n o. 22,23 24, 25, 26, 27a nd 28). Clo nal IgH
gen e r ea rr ange m e ntw asdete cted intw opatie nts(c a se n o. 22
a nd 26). P rim e rsfro m a c e桝 CoA a cetyltra n s飴ra s ege n e w e re
u sedto che?k theintegrity of the D N A M, Size m a rke r(≠
Ⅹ174/Ha eIII); P, PO Sitiv e c o ntr ol(B A L Lrl); N, n egativ e
C O ntrOl(n o rmalperiphe r al blo od).
Table3. Relatio n ship betw e e nF A Bclassification and IgH
r earrange m e nt
F A B No . ofpatie nts No.(%)ofpatie nts


































FAB, Fre n ch- Americ an- British;IgH, Im m u n oglobulin he avy
Chain;+ ,PO Sitiv e.
A M L におけるIgH-P C Rの 検出
Table 4･ Relationship betwe e n chro m o s o m e abn or m ality and
IgH re ar r ange m ent
C hro m o so m e No . ofpatie nts No･(%)ofpatients
























































IgH, im m u n oglobulin he a vy chain ; + , pO Sitiv e ; t,
translo c ation.
Table 5A T her apeutic respo n sea c co rding to F A B
classificatio n
F A B No . ofpatie nts No･(%)ofpatie nts
























F A B, Fre nch- Am eric an- B ri tish ;CR;C O mPlete re missio n･
Table 6･ Therapeutic respo ns e a cc o rding t o chr o m o sm e
abn o r m ality
Chro m os o m e No. ofpatie nts No ･(%)ofpatie nts
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Fig. 4. Kapla n- Meier e stim ate ofo v e rallsu rviv al in IgH
-P C R
po sitiv e a nd n egativ epatie nts with A M L(n=35). Ov e r all
Su r Viv alpe r c e ntage sfo rIgH
-P C Rpo sitiv e a nd n egativ e
patie nts at30m o nths w e r e3 5 %a nd 63 %, r e Spe Ctiv ely
(p<0,0 5). - … - , IgH -P C Rpo sitiv e; - , IgH -P C R
n eg 血 e.
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(36 %)がIgH-P C R陽性 であっ た .
4) 白血 球数
初診時の 白血球数が 20000/〃1未満の 群の 18例中12例(33 %)
がIg牲P C R陽性であ っ た . 白血球数が2 0000ル1 以 上の 群で は
17例中8例(47 %)がIgE-P C R陽性であ っ た .
Ⅳ . 治療効果 と予後
29例(83 %) の 患者が C R に到達 し た (表2). 治療効果と予後
に関 して 以下 の 項目 に つ い て検討 した .
1. F A B分類
F A B分類の MO は2例 ともに C R に人ら なか っ た . M 4, M 5 お
よ び M 6 で は全例が C R に到達 した(表5).
2. 細胞表面抗原
C R寧は B細胞系抗原陽性群 で100 %(5例中5例), T細胞系
抗原陽性群で 88 %(8例中7例), 両者 と もに 陰性の 群で 77 %
(22例中17例)であ っ た .
3. 染色体
t(15;1乃で83% , t(8;21)で100 % と高 い C R率 を認め た (表軋
染色体異常の な い 群 の C R率 は78 % であ っ た .
4
. 白血 球数
初診時の 白血 球数20000ルl未満 の 群で の C R率は94 %(1 引例
中17例) と高率 であ っ た の に対 し, 20000ル1以 上 の 群で の C R
率は7 1 %(17例中12例)であ っ た .
5. IgH遺伝子再構成の 有無 と仝生存率
C R率 はIg牲P C R陽性群で64 %(14例中9例) な の に村 し, 陰
性群で 95% (21例中20例) と有意 に高率 であ っ た b=0･02)･ 30
カ月 の 時点で の 全 生存率もIgH-P C R陽性群で 35 % である の に
村 し, 陰性群で は63 % と有意に高率であ っ た b<0.05) (図4)･
考 察
P C R法 に よ る 解析 の 結果, 3 5例 の A M L患者の うち 14例
(40 %) にク ロ ー ナ ル なIg甘遺伝子再構成を認 め た■ 特 にB細胞
抗原陽性群で は80 % に, B細胞抗原陰性群 にお い て も33 % に
認 め た . A M L患者 に お けるIgH遺伝子再構成 の 検討 は報告例
が少 なく16)3 3卜 42), しか もい ずれ の 報告も症例数が少な い ため に ,
再 構 成 の 頻度 は 0-2 1 % と ば らつ き が み ら れ た . 1 99 1年 に
A driaa n se nら
服)が 自験例お よ び過去の 報告 に つ い て調査 した と
こ ろ , 自験例で は54例中7例(13 %) に , 過去 の 報告 と合わ せ
る と423例中58例 (14%) に 再構成を認 め た と 報告 して い る ･
しか し こ れ まセの 報告ほ い ずれ もサ ザ ン プ ロ ッ ト法に よ るもの
で , P C R法を用 い た検討 はま だ ない , IgH遺伝子再構成の 検討
にお い て P C R法は サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に比べ 感度が約10 0倍高 い
と さ れ て い る
･13)
. 本研究 にお い てIgH-P C Rの 感度 を細胞株を用
い て測定 した と こ ろ, 検体中に単 ク ロ
ー ン 性 を有する B細胞が
1 % 以 上含ま れ て い れ ばIgE-P C R陽性 と判定する こ と が で き
た . した が っ て 今回の 検討で単ク ロ ー ン性 のIgE 遺伝子再構成
を認め た 症例が こ れまで の 報告に比 べ て多か っ たの は, 測 定感
度が より鋭敏である ため と考え られ る .
一 方で P C R法 は そ の 感度 の 良さ か ら しば し ば偽陽性 が問題
と な る . しか し これ まで の と こ ろ, 本研 究と 同様な実験条件下
で のIgH-P C Rの 検討 にお い て偽陽性を多く認め た と い う報告 は
な い . 本研究 で は初診時, C R時お よ び 再発時 に つ い てIg鉦
P C Rの 観察を行う こ と で, 精度を推定す る指標 と し た. 初診時
の IgH-P C R が陽性であり, 治療後 にC R に到達 し, その 後再発
した 1症例 に つ い て , 経時 的に C R時 お よ び 再発時 のIgIi-P C R
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も調 べ る こと が で き た . こ の 結果初診時 と再発時 に はIgH 遺伝
子再構成 を認 め た が , C R時に は み ら れな か っ た . こ の こ とか
ら , IgE
-P C R法 は 正 確 に病態 を反映 し て い る も の と 考え ら れ
た .
リ ン パ 球 系抗原陽性の ÅM L は化学療法 に村する反応 が不良
とされ て い る . Cross ら 44)は , リ ン パ 球系抗原 の 一 つ で あ る
C D 2 が陽性 の 10例の A M L につ い て検 討を 行い , C R率 は 50 %
で C D 2の 陰性例 に比較 し て低率で あ っ た と 報告 して い る . ま
たJense nら45)は リ ン パ 球系抗原 の うちC D 7の み 陽性 の A M Lは
予後が不良である と報告 して い る . この よ うに リ ン パ 球系抗原
の 中で も, C D 2 や C D 7な どの T細胞系抗原 につ い て 予後 と の 関
係 が報告 され て い る が , B細胞の 重要な マ ー カ ー の
一
つ で ある
IgH 遺伝子 の再構成 と予後 に つ い て は こ れま で検討 され て い な
か っ た . 本研究 に お い てIgHtP C R陰性群 は陽性群 に比 べ て Ck
率, 全生存率とも に有意 に高率 であ っ た . した が っ てIgⅢ遺伝
子再構成 の 有無 はA M L に おい て 予後予測因子の 一 つ に な り得
ると 考えら れ た .
A M Lの 予後予測因子 に つ い て は多くの 報告が み ら れ る ヰ折 51)
Yu nis ら
46)は 1 0 5例 の A M L につ い て 検 討 を行 い , F A B
分類 M l, M 2, M 4, M 5a お よ び M 6の 中 で 複 雑 な染色
体異常をも つ 例 は 予後 が 不良 で , C R率 は 14 %, 生 存 期
間 の 中央値 は 2.5 カ 月 で あ っ た と 報告 し て い る . Fr a n c ais
de Cytoge n etiqu eHe m otologiqu eグル ー プ
4乃は 14 8例 の A M Lの
染色体異常 に つ い て検討を行い , t(8;21) を持 つ A M L は予後が
良く C R率は9 0.7 % で, 生存期間の 中央値は17.5 カ月 , 5年生
存率 は24 % であっ た と報告 して い る , ま た Ka ntarjia nら50)は,
治療前の白血球数 が多い 例 で は予後 が不良であっ た と報告 して
い る. 森島 ら
51)も初診時の白血球数20 00叫亡1以上 の 例 で は 予後
は不良であ っ た と述 べ て い る . 本研究 に お い て も, リ ン パ 球系
抗原め有無, 染色体異常 , 白血球数 に つ い て治療効果 と の 関連
性を検討 した . その 結果 , 染色体異常 t(8;21)を持 つ 群 の C R
率 は10 %, 白血球数 が20 000ル1未満 の 群 の C R率 は9 4 % と良
好で , こ れま で の 報 告と 同様の成績 が得 られ た . しか し, リ ン
パ 球系抗原 の 有無 と治療効果 と の 間に は 関連 は み られ な か っ
た. また , 染色体異常お よ び白血 球数 とIgH遺伝子再構成 の 間
の関係を検討 した が , 相 関は認 め られ なか っ た .
A M L における 白血 病細胞でIgH遺伝子再構成 が検出 さ れ る
理由は明ら か で は な い . 同じ ような現象 はリ ン パ 球系 の マ ー カ
ー と され て い る タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ジ ル トラ ン
ス フ エ ラ ー ゼ 0:e r minal de oxyn ucle otidyltr a n sfe ra s e, T d T) に
お い て も認め られ て い る . T d T は D N A ポリ メ ラ ー ゼ の 一 種で
あり, ALLの 約9 5 % に陽性を示すが , A M Lの
一 部 に も陽性 を
示すこ とが 知ら れ て い る . T d T とIgH 遺伝子再構成 の 関係 に つ
い は , Se re m etis ら
3 7)が4 2例 の A M IJ にお い て , T d T陽性例 の
60 %以上 にサ ザ ン プ ロ ッ ト法 でIgH 遺伝子再構成 を認め た と報
告 して い る . ま た Fo aら 40)は52例 の A M L におい て , T d T陽性
例 の 10例中8例 と高率にIgH遺伝子再構成を認 め た の に対 し,
Td T陰性例で は42例中2例 に の み再構成を認 め た に すぎず, こ
の こ と か ら m の 発現 とIgH 遺伝子再構成 と の 間に は関連性 が
あり, Td T はIgHの 再構成 の 際 に働く重要 な酵素 で は な い か と
推測 して い る . ま た TdT はA M Lに お い て , F A B分類 の M O や
M lの ような未分化な型に高率に出現す る こ とが 知ちれ て い る .
Greav e sら52)は , A M Lにお い て リ ン パ 球系抗原 が陽性で あっ た
り, IgH や T細胞受容体Cr cellre c eptor, TcR) の遺伝子再構成
が検出 され る の は , 遺伝子 の プ ロ グ ラ ミ ン グ ミ ス で は なく , 多





qin e age pr o mis c uity) の た めで ある と説明し
て い る . Fo nten ayら
53)も , A M L に おける TcR遺伝子再構成 は,
未分化なA M L に多く み られ , lin e age pro mis c uityの た め にリ ン
パ 球系抗原を合 わ せ持 っ た と考え ら れ る と報告 して い る . 本研
究 で は T d Tの 検索 は 行わ な か っ た が , 未 分化 な A M L とさ れ て
い るF A B分類 の M O やMl にIgH遺伝子再構成 を有す る例 が多




oin e age pr o misc uitY)で 生 じた
可能性を示唆 して い る と考え られ る .
以 上 の よう にIgH遺伝子再構成 の 有無 は A M Lの 予後予測因
子 になり得 る と考え られ る . 今後 , P C R法を用 い たIgH遺伝子
再構成 の 検索 は , 造血幹細胞移植 を必要とす る症例を選択する
際の 判断の 材料 にするな ど, 臨床の 場で の 利用が 期待 され る.
結 論
A ML にお ける 白血 病細胞 の IgH 遺伝子再構成 に つ い て P C R
法 によ り検討 し, 再構成 の 有無が予後予測因子 となり得 る か否
か に つ い て 臨床的に解析 し, 以 下 の 結果を得 た.
1. 3 5例 の A M L患者 の うち14例 (4 0 %) に 単 ク ロ ー ン 性 の
IgH遺伝子再構成を認め た .
2. B細胞系抗原陽性群 で は 80 % に, 陰性 群 にお い て も33%
にIgH嶋P C R陽性を認 め た .
3. IgH 遺伝子再構成の無 い A M L は再構成を有す る例 に比べ
て C R率, 全生存率 ともに有意 に高率であ っ た .
4. 予後予測因子 と さ れ て い る初診時 の末梢血白血球数や染
色体異常 とIgH 遺伝子再構成の 有無と の 間に相関関係は認め ら
れ なか っ た .
5. IgH遺伝子再構成 の 有無 は A M Lの 新 し い 予後予測因子の
一 つ にな る もの と考えら れ た .
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Key w ords IgH ge n e r earrange me nt;PCR;A M L;Pr ogno sis
Im m u n oglobulin heavy chain (IgH)gene rear ra ngem entin B c ellm alignan cies has bee n analyz ed using Sou thern blot
hyb ri diz ation ･ Rece ntly clo n ality
c a nbe det er min ed u sing the polym e ras echain rea ctio n(P C R)･ Lit le attentio n, ho weve r,
has bee n glV e n tO the r elationship bet we e nprogno sis a nd
IgH gen ere arr a nge me nt in patien ts with acute myelog
e nous
leukemia(A M L). T her eha sbeen n o repo rt abo utIgH ge n e re arr a nge me ntin A M Lusing P C R･ In this study, IgH gene
re a rr ange m entin 35u ntre ated A M Lpatients wa se xami
n ed usl ng P C R･ Fu rthe rm Ore ･ Whethe rIgH ge ner e arrange m e ntcan be
aprogno stic facto rin A M Lw a sa n alyz ed･
PCR w a sperfo rmed usl ng COnSe n S uS hea vy ch ain c omplem entaritytodete minin e
r egio n(C D R)-3 prim e rs･ Clon al IgH ge ne re arr ange me n tw a sdetectedin 1 4patients(40 %)■ Fou rof5patie nts(80%)who
werepositiv efor B c ellm arke rs had clo n al IgH gene r earr ange me nt■ Te n of 3 0
B cellan tigenq n egativepatients(3 3%)also
show ed IgH rearr a nge m e nt･ A llpatientsw ere tre ated with adau no rub
icin -bas edregl m en, reSultingl n COmPlete remissionfor
twenty
- ninepatie nts(83%)･ SixtyNfourpe r c e nt ofthos ewith IgH re arra ngem e nt and 95% ofthos ewithout re a rr ange m e nthad
c omplete re mission ･ Over alls u r viv al of IgH
- P C Rpositive and negativ epatie ntsat 30m o nths w e r e
3 5% and 63 %,
respe ctiv ely･ IgH
-P CR posltl Vlty m aybe anew po orprogno s
ticfac t orin A M L･
